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　セレウス菌．翫。ガ伽∫oθγθ粥はグラム陽性通性嫌気性芽
胞形成桿菌であり，土壌，塵埃，河川などの自然環境中に
存在している1）．セレウス食中毒は，これら自然環境から
農畜産物等を介してセレウス菌芽胞が食品を汚染し，加熱
により芽胞を形成しない菌が死滅するなどの条件が整った
場合に増殖し，それにより発生すると考えられる．しかし，
セレウス食中毒は事例数が少なく2），食中毒発生時に行う
細菌検査において，食品から検出されない場合が多い．
　セレウス食中毒発生時の原因究明調査では，H血清型及
びファージ型を指標として原因菌の由来の特定が行われ
る1）．しかし，これらを使用できる機関は一部にとどまり，
一般の検査機関では用いられていない．
　近年，遺伝子型を様々な手法で分析する分子疫学解析が
盛んになってきた．その中でRFLP（Restriction　Frag－
ment　Length　Polymorphism）法の一種であるパルス
フィールドゲル電気泳動（PFGE）法は事実上の標準法と
して，分離菌株の疫学解析に多用されており3），セレウス
食中毒事例も，分離株についてPFGE法を用いて分析さ
れるようになった4・5）．PCR（Polymerase　Chain　Re－
action）法を基礎とした方法は，　DNAを抽出した後迅速
に試験が行える利点があり，中でもRandomly　amplified
polyエnorphic　DNA（RAPD）一PCR法は過去に多用された6＞．
現在，繰り返し配列を利用したPCR法を用いた分子疫学
解析が利用されはじめている5・7）．それらにはRepetitive
Extragenic　Palindromic　sequerユce（REP）一PCR，　Entero－
bacterial　Repetitive　Intergenic　Consensus（ERIC）一PCR，
BOX　element（BOX）一PCR，　Multiple－Locus　Variable－
number　tandem　repeat　Analysis（MLVA）等がある．こ
れらのPCRフラグメント解析はRAPD－PCR法と同様に
PCR法が基礎となっているため，短時間に結果を得るこ
とができる．
　平成18年北海道内で嘔吐毒産生セレウス菌による食中
毒が発生し，疫学的に起源が同一と考えられる食品・患者
由来の菌株が分離されたことから，当所に保存してあった
86鷹鷹株を併せて，DNAフラグメント多型解析法を
用いて，菌株の識別を行い，有用性の比較検討を行ったの
で報告する．
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1．試験材料
　10株のE6θ泥粥を使用した．嘔吐毒産生株として5株，
すなわち，平成18年食中毒事例原因食品由来1株（No．
1），同患者由来株3株（No．2，3，4），嘔吐毒産生対照株
1株（No．5）．下痢毒産生株として5株，すなわち，検食
からの分離株1株（No．6），自然環境由来1株（No．7），
食中毒事例の食品由来1株（No．8），同事例患者由来2株
（No．9，10）であった．
2．PFGE法及びPCR－DNAフラグメント多型解析法
　86676螂菌株の系統を識別するため，次の5種類の
DNAフラグメント多型解析法を用いた．すなわち，
PFGE法1），　RAPD－PCR法8），　REP－PCR9），　BOX－PCR7）
及び（GTG），一PCRlo）である．
1）PFGE用プラグ作成ならびにDNAの抽出
　コロニーから釣座し，LBプロス（Difco，　USA）に接種
後37℃で一夜培養した．2本のマイクロチューブに培養
液を1mしずつ無菌的に分取し，1本をPFGEプラグ作
成用，他の1本をDNA抽出用とした．　PFGE用プラグ
はLiu♂磁4）に従い作成した．制限酵素はNo’1，　S規α1
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（New　England　Biolab，　UK）を用い，それぞれ50　U／plug
の濃度で37℃，6時間消化した．一方，DNAの抽出精製
はDNeasy　Tissue　Kit（QIAGEN，　Germany）を用いて
使用説明書に従った．
2）PFGE法
　PFGEの条．件は，1％PFCアガロースゲルを担体とし，
0．5×TBE（Tris－Borate－EDTA）緩衝一下にて，電圧6
V／cm，液温14℃で18時間泳動とした．スイッチタイム
はNg’1では1～50秒間，　S〃zα1では1～35秒間とした．
泳動後，ゲルを臭化エチジウム（1μ9／mL）で染色した．
UV照射下で泳動像をPHOTODYNE（Atto，　Tokyo）に
てTIFFファイル化し，次いでBioNumerics　ver．3．0
（Applied　Maths，．　Belgium）を用いてDice法により解析
した．なお，クラスター分析には，Tolerance　1．5％の条
件でUnweighted　Pair　Group　Method　with　arithmetic
Average法を用いた．
3）RAPD－PCR法
　RAPD－PCRには，牧野8）によるAP40，　AP41，　AP42，
AP43，　AP45，　AP47の6種類のプライマーを用いた．
PCRの反応条件は，94℃で5分間，36℃で5分間，72℃
で5分間のサイクルを4回行い，その後94℃で1分間，
36℃で1分間，72℃で2分間のサイクルを30回行い，最
後に72℃で10分間の反応とした．2％GTGアガロース
ゲルを泳動用担体とし，1×TAE緩衝液下で100　V，90
分間泳動した．泳動後，ゲルを臭化エチジウム（1μg／
mL）で染色した．泳動像は，　UV照射下で
PHOTODYNEを用いてTIFFファイル化し保存した．
4）繰り返し配列PCR法
　REP－PCR法9），　BOX－PCR法7），（GTG）5－PCR法lo）
は，それぞれのPCR　mixtureにDNA鋳型を添加し，次
のPCR増幅条件で行った8）．まず95℃で7分間反応させ，
その後90℃で0．5分間，45QCで1分間，65℃で5分間の
サイクルを30回行い，最後に70℃で10分間の反応とし
た．1％PFCアガロースゲルを泳動用担体とし，1×
TBE緩衝液下でSubcell　192システム（BioRad，　USA）
を用いて，10 Vで90分間泳動した．泳動後，ゲルを臭
化エチジウム（1μg／mL）で染色した．泳動像は，　UV
照射下でPHOTODYNEによりTIFFファイル化し保存
した．
結果及び考察
　PFGE法により解析したB66γ6欝10株の結果をFig．
1a及び1bに示した．　Fig．1aは制限酵素として．〈瞬1を
使用した泳動像及び菌株間の相同性を表す樹状図である．
泳動像はA（No．1～4），　B（No．5），　C（No．6），　D（No．
7），E（No．8），　F（No9，10）の6種類のタイプに識別
された（Table　1）．嘔吐毒産生株では，原因食品分離株
（No．1）と患者由来株（No．2～4）が同じタイプに識別さ
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　No，6　food　　FP／03－2　enterotoxh　Kushiro
　No，8　food　　FP／01－9　enterotoxin　Oshima
　No，1　1rood　　FP／06－24　emetic　toxin　Siribeshi
　No．2　patient　FP／06－24　emetic　toxin　Siribeshi
　No．3　patient　FP／06－24　emetic　toxin　Siribeshi
　No．4　patient　FP／06－24　emetic　toxin　Siribeshi
　No．5　patient　　　　　　　　emetic　toxin　urlknon
　No．7　environment　　　　enterotQxin　Ishikarl
　No，9　patient　FP／01－9　enterotoxin　Oshima
　No．10　patient　FP／01－9　enterotoxin　Oshima
Fig．1a　Phylogenic　Tree　of　PFGE　Pattern　by／Vo亡lDigestion
The　electrophoresis　patterns　were　emphasized　by　a　computer　software．
滋＿叢一回＿啄む多 も．
　褒
無
登董
4
肇．1
　sample　　＿　　outbreak　　　　　　　　　　　　toxin　type　　locationorlgm　number　　　　　　　number
馨N。・gP・tient　FP／01－9　ent・・。t・xi・0・him・
縫N。・10P・tient　FP／01－9　ent・・。t。・i・0・him・
　　No．6　石ood　　FP／03－2　enterotoxin　Kushiro
　　No．8　food　　FP／01－9　enterotoxin　Oshima
　　No．1　food　　FP／06－24　emetic　toxin　Siribeshi
　　No，2　patient　FP／06－24　emetic　toxin　Siribeshi
　　No，3　patient　FP／06－24　emetic　toxin　Siribeshi
　　No，4　patient　FP／06－24　emetlc　toxin　Siribeshi
No，5　patlent
No．7　environment
emetic　toxin　unknown
enterotoxin　　Ishikari
Fig．1b　Phylogenic　Tree　of　PFGE　Pattern　by∫m∂IDigestion
The　electrophoresis　patterns　were　emphasized　by　a　computer　software．
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れた．一方，下痢毒産生株では，患者由来の菌株（No．9，
10）が同じグループに識別された．Fig．1bはs〃zσ1処理
によるものを示したが，泳動パターンはNg’1のものと同
様の結果が得られた．下痢型食中毒事例の食品ならびに患
者から分離された菌株（No．8ならびにNo．9，10）は，
PFGE型が異なる（タイプEとタイプF）のみならず生
化学性状も異なった（データは示さない）．従って，No．8
は食品残品から分離されたものの食中毒原因菌でないこと
が，遺伝子型からも証明されたと考えられる．PFGEに
よる系統分類を行う場合，菌の種類によって用いる制限酵
素を選択しなければならない．例えばSσ伽。％θ1ZαEnteri－
tidisでは以前Xろα1が用いられていたが，現在は識別能
の良いβ1η1が用いられている．Liu　6云磁4）は8種類の制
限酵素を検討し，一8．6676πsのPFGEにはS脚1が最も適
しており，B勿1は識別能が低いとしている．今回の結果
は八励1，8彫σ1共に良好な識別能を示したことから，山
口らの報告に示されているように5），どちらの制限酵素も
セレウス食中毒発生時の分子疫学解析に利用できると考え
られる．
　RAPD－PCR法により増幅したDNAフラグメントの泳
動像をFig．2a及びFig．2bに示した．6種類のプライ
マーを使用したなかで，AP41及びAP42の結果を示した．
この2種のプライマーを使用した場合，PFGEと同様に，
試験に供したE6鷹粥10株を6種類のタイプに識別する
ことができた（Table　1）．　RAPD－PCRはPFGE法に比
較して，はるかに迅速に遺伝子解析が可能である．このこ
とから，AP41及びAP42プライマーによるRAPD－PCR
は，分離したB．6θγθ郷菌株の識別に有効な手段の一つで
あると考えられた．
　REP－PCR法，　BOX－PCR法及び（GTG）5－PCR法に
より得た泳動像をそれぞれFig．3～5に示した．下痢毒産
生性セレウス食中毒患者菌株（No．9，10）は同一グルー
プとして識別されたが，嘔吐毒産生性86畑野菌株の泳
動像は，PFGE法，　AP41やAP42プライマーを使用した
RAPD－PCR法によるそれらと異なる結果を示した．すな
わち，（GTG）5－PCRでは食中毒由来株（No．1～4）と嘔
吐毒産生対照株（No．5）が識別不能であり，　REP－PCR，
BOX－PCRでは食中毒由来株（No．1，3，4）と嘔吐毒産
500bp
500bp
AP41
12345678910
Fig．2a
AP42
Fragment　Pattern　by　RAPD－PCR
with　Primer‘‘AP4r’
12345678910
Fig．2bFragment　Pattern　by　RAPD－PCR
with　Primer‘‘AP42胃
Table　18∂c〃αsceハeαs　lsolates　and　Their　Groups　by　PFGE，　RAPD－PCR
and　rep－PCR　Based　on　the　Fragment　Pattern
No． Origin PFGE RAPD－PCR rep－PCR
S勉θ1八励I　AP40　AP41　AP42　AP43　AP45　AP47　REP－PCR　（GTG）5－PCR　BOX－PCR
1　food　friedrice　A2　feces　patient　1　A3　feces　patient　2　A4　feces　patient　3　A5ernetictoxinstraln　B
A
A
A
A
B
A
A
A
A
A
A
A
B
A
A
A
A
B
A
AA
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
G
A
A
B
A
A
A
A
A
A
G
A
A
B
6
7
8
9
10
　food
enVlrOnment
　food
　vomit
　feces
cabbage
　sand
spinach
patient　l
patient　2
C
D
E
F
F
C
D
E
F
F
C
D
E
F
F
C
D
E
F
F
C
D
E
F
F
C
D
E
F
F
C
D
E
F
F
C
D
E
F
F
C
D
E
F
F
C
D
E
F
F
C
D
E
F
F
No．1－5：Cereulide　producing．翫6ガ1」πs　o邸餌s
No．6－10：Enterotoxin　producing　Bα6〃πs　o6z召螂
rep－PCR＝Repetitive　sequence　based　PCR
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10Kb
6．OKb
3．OKb
2．OKb
1．OKb
0．5Kb
12345678910
Fig．3　Fragment　Patte’n　by　REP－PCR
10Kb
6．OKb
3，0Kb
2．OKb
tOKb
0、5Kb
12345678910
Fig．5　Fragment　Pattern　by（GTG）5－PCR1234567891010Kb
6，0Kb
3，0Kb
2．OKb
1．OKb
0．5Kb
Fig．4．Fragment　Pattern　by　BOX－PCR
生対照株（No．5）が識別できるものの，食中毒由来株の
中でNo．2が他の株と異なる泳動像を示した．このことは，
REP－PCR法，　BOX－PCR法及び（GTG）5－PCR法をE
6膨螂菌株の識別に活用するためには，識別指標とする
DNA領域を新たに設定する必要があることを示唆してい
ると考えられる．
　今回実施したEo四囲菌株のDNAフラグメント多型
解析では，PFGE法やRAPD－PCR法が系統分類に有効
であることが示された．しかし，PFGE法では，操作の
煩雑さとともに試験に時間を要する．またRAPD－PCR
法は，菌株の同定11）や種内変異12）の検討に使用されてい
るものの，再現性に問題があることが指摘されている6）．
行政検査には，迅速簡便さに加えて高い再現性が求められ
る．今後，迅速・簡便で再現性の高い結果が得られる
PCR一増幅DNAフラグメント多型解析法を検索していく
ことが重要であろう．
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